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緒言

　エボラウイルスは，フィロウイルス科に属するRNA
ウイルスで，ヒトを含む霊長類に重篤な新興感染症
であるエボラ出血熱を引き起こす．その致死率は時に
90％を超え，最も危険なウイルスである 1)．1976年に
スーダンとザイールで大流行して以来，中央・西アフ
リカで散発的に流行を繰り返しているが，米国におい
ても1989年にサル検疫施設で発生し大問題となった．
致死量が極めて少量で，血液や体液を介してヒトか
らヒトへ感染するため極めて脅威であり，Biosafety 
level 4 (BSL4) の封じ込めが必要である．自然宿主はコ
ウモリの可能性が示唆されている 2)が，まだ特定され
ていない．我が国ではまだ発症例はないが，ペットの
サルの輸入や旅行者の増加に伴い，日本に侵入する危
険性は高まっており，一類感染症に指定されている．
また，米国政府は，エボラウイルスをバイオテロに利
用しうるカテゴリー Aの生物兵器と位置づけている．
しかしながら，効果的な予防・治療法は存在しない．
以上の状況から，地球規模で，エボラウイルスに対
するワクチンの開発は急務である．
　エボラ出血熱の患者では，激しいリンパ球のアポ
トーシスがみられ，免疫機構がうまく働かない．しか
し，生き延びたわずかの感染者では，ウイルス特異的
細胞傷害性 T細胞（CTL）やウイルスに対する抗体が
存在する 3)．従って，エボラウイルス感染においても，
一般的なウイルス感染症と同様に，体液性免疫及び細
胞性免疫が有効にウイルスを排除すると考えられる．
事実，マウスにウイルス中和抗体 4)やウイルス特異的
CTL5)を導入することによって，エボラウイルスへの

抵抗性が示された．一方，サルを用いた実験では，細
胞性免疫は有効にウイルスを排除した 6-8)が，中和抗
体はウイルスをコントロールできなかった 9)．従って，
CTLを中心とした細胞性免疫がエボラウイルスの排除
に重要である可能性が高く，CTL誘導型ワクチンの
開発が必要であると思われる．しかし，エボラ出血熱
における細胞性免疫の研究はほとんど行われておら
ず，そのCTLエピトープはわずか3つしかわかってい
ない10)．
　エボラウイルスを扱うにはBSL4の封じ込めが必要
であり，それが研究上の大きな障害である．我々は，
組換えウイルスとMHCクラスIトランスジェニック
マウスを用いることで，BSL3やBSL4実験施設が必要
とされる危険なウイルスに対しても，BSL2実験室で
CTLのエピトープを同定できる方法を開発した．さら
に，エピトープに相当する短いペプチドをリポソー
ム表面に結合させてマウスに免疫することで，極め
て強力にペプチド特異的CTLを誘導できることを示
した 11)．我々は，これらの方法を使って，BSL3の封
じ込めが必要な，重症急性呼吸器症候群（SARS）コロ
ナウイルス 12,13) ， 及びH5N1亜型高病原性鳥インフル
エンザウイルス 14) のHLA-A2 拘束性CTLエピトープ
を多数同定した．そして，同定したエピトープを結合
したペプチド結合リポソームを作製し，HLA-A2トラン
スジェニックマウスに免疫して，ウイルス特異的CTL
の誘導を詳細に検討した 12-14)．現在，我々は，これら
のデータを基にして，新型インフルエンザに対する新
しいワクチンの開発・実用化をめざした研究を続け
ている（特許2件出願中）．
　本研究では，同様の方法を用いて，エボラウイルス
に対するCTLエピトープを多数同定し，そのエピトー
プを利用してペプチド結合リポソームを作製・解析し
て，エボラ出血熱に対するワクチン開発のための基礎
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データを得ることを目的とした．

材料と方法

1）HLA-A 2 トランスジェニックマウス
　　マウスMHCクラスIとβ2-マイクログロブリン
（β2-m） をノックアウトしたマウスに，ヒトMHC
クラスI の一つであるHLA-A ＊ 0201 （HLA-A2）とヒ
トβ2-m遺伝子を導入したトランスジェニックマ
ウス（HHDマウス）15)を使用した．HHDマウスは，
仏・パスツール研究所・Lemonnier博士より供与さ
れた．

2）コンピューターによるCTLエピトープの予測
　　エボラウイルス（ザイール型）を構成する7つの
タンパク質（NP, VP35, VP40, GP, VP30, VP24, L）の
アミノ酸配列において，HLA-A2結合ペプチドモ
チーフに従い，2種類のコンピュータープログラム，
「BIMAS」と「SYFPEITHI」で，9個のアミノ酸から
なる94種類のCTLエピトープを予測した．これらの
エピトープに相当するペプチドは，オペロン社によ
り人工合成された．

3）HLA-A 2 分子への結合アフィニティの測定
　　それぞれのペプチドのHLA-A2分子に対する結
合アフィニティを，HLA-A2遺伝子を導入・発現さ
せたTAP欠損細胞株，RMA-S-HHDを使ったpeptide 
binding assayで測定した．RMA-S-HHD細胞にさま
ざまな濃度のペプチドを加え，どの程度安定した
HLA-A2分子が検出できるかを，抗HLA-A2モノク
ローナル抗体で染色しフローサイトメトリーで測定
して，結合アフィニティを測定した．

4）合成ペプチドによるIFN- γ＋CD 8＋ T 細胞の誘導
　　ナイーブなHHDマウスの脾細胞を調整し，予測
したエピトープに相当する合成ペプチドでパルス
した．その細胞を，別のHHDマウスの尾静脈に細胞
移入して免疫した．免疫 7日後に，脾細胞を調整し，
各々のペプチドで抗原刺激した．その後，細胞表面
をFITC-抗CD8 抗体，細胞内部をPE-抗 IFN-γ抗体
で染め，それぞれのエピトープに特異的に反応する
IFN-γ＋CD8＋T細胞数を，フローサイトメトリーで
測定した．

5）ペプチド結合リポソームによるCTLの誘導
　　IFN-γ＋CD8＋ T細胞を誘導したペプチドを，リ
ポソーム表面に結合させてペプチド結合リポソー
ムを作製し，CpGと混ぜてHHDマウスの皮下に免
疫した．そして，免疫 7日後に，以下の方法により，
インフルエンザウイルス特異的CTLが誘導できる
かどうかを検討した．

　a) 細胞内サイトカイン陽性 CTLの測定
　　免疫 7日後に，マウス脾細胞を各々のペプチドで
抗原刺激した．その後，細胞表面をFITC-抗CD8 抗
体，細胞内部をPE-抗 IFN-γ 抗体で染め，それぞれ

のエピトープに特異的に反応するIFN-γ＋CD8＋ T細
胞数を，フローサイトメトリーで測定した．

　b) in vivo CTL assay
　　ナイーブなマウスの脾臓から，ペプチドでパルス
した脾細胞とパルスしていない脾細胞を調整して，
それぞれを異なる濃度のCFSEで染色した．その2つ
の細胞群を同数混ぜて，ペプチド結合リポソームで
免疫したマウスに尾静脈から細胞移入し，ペプチド
でパルスした脾細胞が特異的にどのくらい溶解さ
れるかをフローサイトメトリーで測定した．

　（倫理面への配慮）
　　マウスは，埼玉医大・実験動物管理運営規定に基
づき飼育され，苦痛の軽減，安楽死等に配慮した指
針に従って実験を行った．

結果

1）CTLエピトープの予測
　　エボラウイルス（ザイール株）を構成する7つの
タンパク質（NP, VP35, VP40, GP, VP30, VP24, L）の
アミノ酸配列から，HLA-A2拘束性エピトープの可
能性が高い，9個のアミノ酸からなるペプチド配列
を，2種類のエピトープ予測プログラム（BIMAS & 
SYFPEITHI）を用いて予測した．NPから13種類，
VP35から10種類，VP40から4種類，GPから10種類，
VP30から3種類，VP24から9種類，Lから45種類（計
94種類）予測し，その合成ペプチドを作製した．

2）HLA-A 2 分子への結合アフィニティの測定
　　予測したペプチドのHLA-A2分子への結合アフィ
ニティを，RMA-S-HHD細胞を使って測定したとこ
ろ，ほとんどのペプチドで高い結合アフィニティ
を示し，予測が良好であることがわかった．その中
でも，極めて結合アフィニティが高い（BL50＜100 
μM）ペプチドが25種類存在した．

3）予測したエピトープによるIFN-γ＋CD 8＋T細胞の誘導
　　ナイーブなHHDマウスから脾細胞を取り出して，

94種類の予測エピトープに相当するペプチドでパ
ルスし，別のHHDマウスの静脈に移入して免疫した．
免疫したマウスの脾細胞を調整して，各々のペプチ
ドでin vitroで抗原刺激し，フローサイトメトリーで
細胞内 IFN-γ＋CD8＋T細胞の誘導を測定した．その
結果，94種類のうち24種類のペプチド（NP, 3種類；
VP35, 1種類；VP40, 0種類；GP, 4種類；VP30, 3種
類；VP24, 1種類；L , 12種類）が，ペプチド特異的
にIFN-γ＋CD8＋T細胞を誘導した．これらの細胞は，
ペプチド特異的に活性化されたCTLと相同である考
えられるため，これらのペプチドは，エボラウイル
ス由来のCTLエピトープであると推定される．

4）ペプチド結合リポソームによるIFN-γ＋ CD 8 ＋ T 細
胞の誘導
　　24種類のエボラウイルス由来ペプチドが，特異
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的にCTLを活性化したため，これらのペプチドを
リポソームに結合させて，24種類のペプチド結合
リポソームを作製した．そして，それらをCpGと共
に，HHDマウスの皮下（footpad）に免疫した．その
後，ペプチド特異的に誘導されるIFN-γ＋CD8＋ T細
胞の数を測定した．その結果，14種類のペプチド結
合リポソーム（Lip-NP-6, -NP-7, -VP40-2, -GP-3, -GP-4, 
-GP-7, -GP-10, -VP30-2, -L-10, -L-12, -L-19, -L-22, -L-29, 
-L-39)で，有意にペプチド特異的 IFN-γ＋CD8＋ T細
胞が誘導された（Fig. 1）．特に，NP-6, VP30-2, L-10, 
L-12, L-19, L-29を結合させたリポソームは強い誘導
能を示した（Fig. 1）．

5）ペプチド結合リポソームによるCTL killing 活性の誘導
　　次に，IFN-γ＋CD8＋ T細胞を強く誘導した6種類

のペプチド結合リポソーム（Lip-NP-6, -VP30-2, -L-10, 
-L-12, -L-19 , -L-29）について，マウス in vivoにおける
CTL killing活性を調べた．その結果，やはり，6つ
のペプチド結合リポソームで極めて良好にペプチ
ド特異的なkilling活性がみられた（Fig. 2）．また，
IFN-γ＋CD8＋T細胞を特に強く誘導した3つのペ
プチド結合リポソーム （Lip-L-12, -L-19, -L-29） は，
killing活性の誘導も強いことが示された（Fig. 2）．

考察

　エボラウイルスを構成するタンパク質から，24種
類のCTLエピトープが同定された．これらのエピトー
プとリポソームの結合物は，効率よくペプチド特異
的にIFN-γ＋CD8＋T細胞を誘導し強いkilling活性を示

Fig. 1. Intracellular IFN-γstaining of CD8＋ T cells specific for peptides derived from Ebola virus in mice immunized with 
surface-linked liposomal peptides. HHD mice were immunized once with either Lip-NP-6, -NP-7, -VP40-2, -GP-3, -GP-4, -GP-7, 
-GP-10, -VP30-2, -L-10, -L-12, -L-19, -L-22, -L-29, or -L-39 together with CpG.. After one week, spleen cells were prepared and 
stimulated with (＋) or without (−) a relevant peptide for 5 h. Cells were then stained for their surface expression of CD8 (x 
axis) and their intracellular expression of IFN-γ(y axis). The numbers shown indicate the percentages of intracellular IFN-γ＋

cells within CD8＋T cells. 
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した．特に3つのペプチド結合リポソーム，Lip-L-12, 
-L-19 , -L-29は，極めて強い活性を示した．従って，こ
れらは，エボラウイルスに対して，効果の高いワク
チンになりうる可能性が示唆された．エボラウイルス
には，病原性の異なる4種（ザイール，スーダン，アイ
ボリーコーストおよびレストン）が存在する．本研究
では，もっとも致死率の高いザイールエボラウイルス
のアミノ酸配列をもとに，CTLエピトープを同定した
が，L-29は，4種類のエボラウイルスに共通のエピトー
プであった．従って，Lip-L-29は，どのエボラウイルス
に対しても，防御効果を示すことが予想される．本研
究では，実際にエボラウイルスを使ったウイルス実験
を行わなかった．しかし，現在，北海道大学・人獣共
通感染症リサーチセンターとの共同研究を開始してお
り，その共同研究の一環として，今後，カナダのBSL4
施設でエボラウイルスを扱ったウイルスチャレンジ実
験を行い，ペプチド結合リポソームのワクチン効果を
検討する予定である．
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